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El uso desmedido de fertilizantes químicos nitrogenados y pesticidas ha traído graves consecuencias
ambientales, por lo que se ha prestado gran atención al estudio de la microbiota nativa de los cultivos y sus
beneficios a la planta, incluyendo la caña de azúcar. Este trabajo se realizó con el objetivo de caracterizar la
microbiota nativa de la caña de azúcar. Se utilizaron 5 cepas bacterianas y 50 aislados provenientes del interior
de este cultivo. Se determinó la actividad nitrogenasa y la influencia de la fuente de carbono, nitrógeno y el pH
en la misma, mediante cromatografía gaseosa. Se detectó la producción de ácido indolacético por
Dot-Immunobinding y el método de Salkowski. Del total de cepas y aislados, 19 mostraron actividad
nitrogenasa, con valores entre 100 y 5000 g/mL, y 6, Gluconacetobacter diazotrophicus PAl-5, Gluconacetobacter
diazotrophicus 1-05, Gluconacetobacter diazotrophicus 4-02, aislado 17, aislado 30 y aislado 305; además, tienen la
capacidad de producir AIA (valores entre 1,7 y 2,5 g/mL). Se demostró que las fuentes nutricionales y el pH del
medio de cultivo influyen sobre la actividad nitrogenasa de las cepas representativas de la comunidad endófita.
Palabras clave: comunidad endófita, caña de azúcar, actividad nitrogenasa, ácido indolacético.
ABSTRACT
Excessive application of chemical nitrogen fertilisers and pesticides has badly affected the environment. This
has led to great interest being shown in studying a crop’s native microbial community and its benefit for
plants. This paper was thus aimed at characterising sugarcane’s endophytic microbial community. 5 sugar
cane strains and 50 isolates were used. Gas chromatography was used for measuring nitrogenase activity and
the influence of carbon and nitrogen sources and pH on cultures. Indol acetic (IAA) production was detected
by Dot-Immunobinding and Salkowski’s method. These results show that 19 strains and isolates had
nitrogenase activity, values ranging from 100 to 5000 g/mL; 6 of them produced IAA (values ranging from 1,7
to 2,5 g/mL): Gluconacetobacter diazotrophicus PAl-5, Gluconacetobacter diazotrophicus 1-05, Gluconacetobacter
diazotrophicus 4-02, 17, 30 and 305. It was demonstrated that culture medium nutrient sources and pH affected
the nitrogenase activity of the strains representing the endophytic community.
Key words: endophytic community, sugarcane, nitrogenase activity, indolacetic acid.
INTRODUCCIÓN
Uno de los mayores retos que enfrenta la humanidad
es proteger el medio ambiente y al mismo tiempo
satisfacer las necesidades alimentarias de la pobla-
ción mundial, por lo que se impone el tránsito hacia
una agricultura ecológica sostenible. En este contex-
to, resulta de suma importancia el estudio y
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explotación de los efectos beneficiosos que puede
ejercer la microbiota endófita sobre las plantas de in-
terés agrícola, como la caña de azúcar, importante
fuente de calorías y materia prima de numerosos
subproductos (Boddey, 1995).
Las bacterias endófitas tienen la ventaja sobre
las bacterias rizosféricas, de la gran cantidad de nu-
trientes de que disponen, así como la protección que
les brinda la planta de las condiciones adversas del
medio (Rozyki et al., 1999; Reinhold y Hurek, 1998).
Además, por hallarse en contacto íntimo con la planta,
podrían brindar beneficios más directos a su hospede-
ro en comparación con las bacterias rizosféricas. Por
ejemplo, podrían excretar el amonio obtenido por nitro-
fijación, así como sustancias promotoras del creci-
miento vegetal (Muthukumarasamy et al., 2000).
Se ha sugerido que el interior vegetal es un am-
biente propicio para que se lleve a cabo la fijación bio-
lógica de nitrógeno (FBN), ya que este ambiente es
bajo en oxígeno y relativamente alto en fuentes de
carbono (James, 2000; James y Olivares, 1998;
Sprent y James, 1995), por lo que las bacterias diazó-
trofas endófitas podrían fijar el nitrógeno y liberarlo di-
rectamente en el interior de las plantas (Döbereiner,
1997), contribuyendo con una parte de sus requeri-
mientos nitrogenados (Boddey et al., 1995).
El estudio de las características fisiológicas
de la microbiota endófita de la caña de azúcar
constituye la piedra angular de las nue-
vas tecnologías de su cultivo, que posi-
biliten el uso de prácticas de produc-
ción sustentables, dirigidas hacia la
explotación racional de los recursos
naturales y la reducción del uso de sus-
tancias químicas.
En este trabajo se persiguen los si-
guientes objetivos:
1. Caracterizar morfológicamente
aislados de la comunidad endófita de
caña de azúcar e identificar los que más
contribuyan al desarrollo de este cultivo.
2. Determinar la capacidad de los
miembros de la comunidad endófita de
fijar el nitrógeno atmosférico y producir
ácido indolacético (AIA).
3. Determinar cómo influyen las fuentes nutri-
cionales en la actividad nitrogenasa de cepas endófi-
tas representativas de la comunidad.
MATERIALES Y MÉTODOS
Material biológico empleado. En los experimentos
realizados se utilizaron 5 cepas, 4 patrones y una de
referencia, y 50 aislados no identificados, provenien-
tes del interior de diferentes variedades de caña de
azúcar (tabla 1).
Caracterización morfológico-tintorial de los ais-
lados. A los 50 aislados no identificados provenien-
tes de variedades comerciales de caña de azúcar se
les practicó la tinción de Gram (Skerman, 1967) y ob-
servación de los caracteres micromorfológicos.
Determinación de la capacidad de realizar la fija-
ción de nitrógeno atmosférico. Las cepas y aisla-
dos endófitos de caña de azúcar se sembraron en
medio LGI semisólido (Sacarosa-K2HPO4-KH2PO4-
MgSO4-CaCl2-Na2MoO4-FeCl3) (Reis et al., 1994)
sin ninguna fuente de nitrógeno, y se incubaron a 30 ºC
durante 10 días. A los que crecieron en este medio se
les midió actividad de reducción del acetileno (ARA)
por cromatografía gaseosa, según metodología des-
crita por Hardy et al. (1968).
Determinación de la producción de ácido indola-
cético (AIA). Las cepas y aislados se cultivaron en
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Tabla 1. Cepas y aislados usados en los estudios fisiológicos
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medio SYP líquido (sacarosa-extracto de levadu-
ra-K2HPO4-KH2PO4) (Caballero-Mellado y Martínez-
Romero, 1994) a 30 ºC, 150 rpm, durante 3 días, y se
centrifugó a 3000 rpm durante 5 minutos. Se detectó
el AIA en los sobrenadantes mediante el método de
inmunoabsorción por manchas (Rojas et al., 1999),
el cual consiste en enfrentar los cultivos bacterianos
a antisueros anti-AIA, obtenidos en conejos, y mar-
cados con oro coloidal. La reacción antígeno-anti-
cuerpo se visualizó a través de la formación de un
halo rosado alrededor del punto de aplicación de la
muestra. En los casos en que se detectó producción
de AIA por inmunoabsorción por manchas se les
realizó la cuantificación de AIA por el método colori-
métrico de Salkowski modificado (Glickmann y
Dessaux, 1995).
Influencia de diferentes fuentes de carbono, ni-
trógeno y pH sobre la actividad nitrogenasa. Del
grupo de cepas y aislados, se seleccionaron las ce-
pas patrones y de referencia para la realización de
los ensayos fisiológicos para determinar la influen-
cia de factores nutricionales y el pH en la actividad
nitrogenasa.
Las cepas se cultivaron en medio LGI líquido
durante 48 horas, a 30 ºC y a 150 rpm, y los pre-
inóculos se ajustaron al 0,5 de la Escala de Mac
Farland con solución de ClNa al 0,8%. Se preparó
medio LGI semisólido con las siguientes fuentes de
carbono en una concentración final del 1%: xilosa,
sacarosa, inositol, glucosa, fructosa, guarapo; con
sacarosa al 1% y las siguientes fuentes de nitróge-
no en una concentración final de 5 mM: sulfato de
amonio, nitrato de potasio, asparagina, triptófano,
treonina, arginina y sin nitrógeno, así como con sa-
carosa al 1% con los pH 3, 4, 5, 6, 7, 8. Se sembra-
ron 10 L de cada pre-inóculo en 5 mL de los me-
dios descritos y se incubaron por 72 horas a 30 ºC.
Se inyectó acetileno para una atmósfera del 10% y
se incubaron por 72 horas más. La cantidad de eti-
leno producida se midió por cromatografía gaseosa
(Hardy et al., 1968). Las determinaciones se reali-
zaron por triplicado.
Los resultados de los estudios fisiológicos
descritos se analizaron utilizando el paquete esta-
dístico Tonystat (Sigarroa, 1987). Se emplearon
pruebas paramétricas y no paramétricas: Análisis
de varianza, prueba de Kruskal-Wallis, prueba de
Comparación de medias de Duncan y prueba de
Comparaciones múltiples no paramétricas.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Caracterización morfológico-tintorial de los ais-
lados. En las 3 variedades se observan bacilos
Gram negativos y bacilos Gram positivos, así como
cocos Gram positivos. En la variedad C 323-68 se
encontraron además cocos Gram negativos. La dis-
tribución de grupos morfológicos en las 3 variedades
se refleja en la figura 1. A pesar de que en la literatu-
ra no se ha informado la realización de estudios inte-
grales de la comunidad bacteriana endófita en caña
de azúcar, estos resultados muestran similitud con
Figura 1. Distribución de grupos microbianos en las 3 variedades co-
merciales de caña de azúcar estudiadas.
los obtenidos por Omoregie et al. (2004), los cuales
mostraron la presencia de todos los grupos morfoló-
gico-tintoriales de bacterias dentro de tejidos sanos
de plantas saludables.
En la variedad de caña de azúcar Cuba 1051-73
y Cuba 86-12 se observó predominio de bacilos, fun-
damentalmente Gram negativos, en la comunidad en-
dófita; mientras en la variedad Cuba 323-68 se encon-
traron cocos Gram positivos en mayor proporción
respecto al resto de los grupos microbianos. Esto pu-
diera deberse a la composición de la savia apoplástica
y estar relacionado directamente con el tipo y concen-
tración de fuentes nutricionales presentes en la planta
(Ortega et al., 1999). Martínez-Romero y Caballe-
ro-Mellado (1996) plantearon que las amplias variacio-
nes morfológicas y fisiológicas de los distintos grupos
de organismos están influenciadas por la constitución
genética de sus hospederos.
Existen evidencias de una relación evolutiva
entre las bacterias y las plantas hospederas, las cua-
les establecen una interacción menos específica que
la simbiosis de leguminosas y otras bacterias (Klas-
sen et al., 2003).
En maíz y teocintle se ha demostrado que la va-
riabilidad genética de la planta hospedera desempeña
un papel importante en el establecimiento de la asocia-
ción con la bacteria, sugiriendo una compatibilidad
planta-bacteria. Al parecer las raíces pueden seleccio-
nar a subpoblaciones específicas de la microbiota del
suelo; esta selección se relaciona con la edad y el ge-
notipo de la planta (Lemanceau et al., 1995).
Se ha encontrado que las poblaciones rizos-
féricas de caña de azúcar difieren de las endófitas,
lo cual constituye una evidencia más de que la
planta selecciona las bacterias asociadas (López,
1996).
Determinación de la capacidad de realizar la fi-
jación de nitrógeno atmosférico. Del total de ce-
pas y aislados, 19 crecieron en medio LGI sin nitró-
geno, y en estos se detectó actividad nitrogenasa
por ARA (figura 2); es decir que una parte de la co-
munidad microbiana endófita de caña de azúcar
tiene la capacidad de suministrarle nitrógeno a la
planta en una forma asimilable, contribuyendo así
al desarrollo de la planta, aspecto que ya había
sido informado por otros autores (Boddey et al.,
1995).
Entre los microorganismos que tuvieron activi-
dad enzimática se encuentran cocos y bacilos, Gram
negativos y Gram positivos, lo que corrobora que la fi-
jación biológica del nitrógeno es un fenómeno bastan-
te común en el micromundo y coincide con reportes
en que se han descrito más de 100 géneros bacteria-
nos con capacidad de realizar la fijación biológica del
nitrógeno (Muthukumarasamy et al., 1999).
Las cepas que tuvieron mayor actividad enzi-
mática fueron G. diazotrophicus cepa PAl-5, B. liche-
niformis cepa 5, 30, E. agglomerans cepa 2, 305, G.
diazotrophicus cepa 1-05, 109 y G. diazotrophicus
cepa 4-02; lo que coincide con los resultados de
otros autores que informan que especies de los gé-
neros Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Azospiri-
llum, Enterobacter, Klebsiella, Azoarcus, Burkholde-
ria y Bacillus (Dobereiner, 1993; Boddey et al., 1991;
Reinhold-Hurek et al., 1993; Gillis et al., 1995; Ma-
vingui et al., 1992) son diazotrofos endófitos que se
destacan por su aporte a las plantas gramíneas. En
el caso de Gluconacetobacter diazotrophicus se in-
forma que es el máximo responsable de las altas ta-
sas de fijación biológica del nitrógeno detectada en
las raíces y tallos de la caña de azúcar (Cavalcante y
Döbereiner, 1988; Gillis et al., 1989; Ureta et al.,
1995), lo que facilita el desarrollo del cultivo aún en
ausencia de otro compuesto nitrogenado en el suelo.
Los valores de actividad nitrogenasa de G. diazo-
trophicus y E. agglomerans son similares a los obte-
nidos por Boddey et al. (1991) y Li y Mac Rae (1992),
respectivamente, para estas 2 especies diazotrofas,
mediante detección cromatográfica de etileno forma-
do a partir de acetileno.
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Figura 2. Determinación de la actividad nitrogenasa de aislados y ce-
pas de la comunidad endófita de caña de azúcar mediante cromato-
grafía gaseosa.
El hallazgo de microorganismos endófitos de
caña de azúcar con capacidad de fijar el nitrógeno
atmosférico incrementa el interés por el estudio de
este fenómeno que pudiera verse afectado por diver-
sos factores del medio ambiente.
Determinación de la producción de ácido indolacé-
tico. Seis de las 55 bacterias en estudio (aislado17,
aislado 305, aislado 30, G. diazotrophicus PAl-5, G.
diazotrophicus 1-05, G. diazotrophicus 4-02) resultaron
positivas para la producción de AIA.
Entre las cepas en que se pudo apreciar el halo
que evidencia la reacción con los anticuerpos anti-AIA
se incluyen las de G. diazotrophicus, especie en la
cual ya se había demostrado su capacidad de produ-
cir AIA (Fuentes-Ramírez et al., 1993; Bastian cols.,
1998) y citoquininas (Jiménez-Salgado et al., 1994).
Estos resultados se corroboraron mediante el
método de Salkowski (tabla 2) y se demostró la pro-
ducción de AIA. Este método resultó eficaz y sencillo
para la detección y cuantificación de AIA. La adición
de triptófano en el medio de cultivo favorece la pro-
ducción de AIA, lo cual se sustenta en el hecho de
que el triptófano es un intermediario de la vía biosin-
tética del AIA (Glickmann y Dessaux, 1995).
Los valores de AIA obtenidos por este método
son similares a los informados por Fuentes-Ramírez
et al. (1993), los cuales estimaron por HPLC que las
cepas de Gluconacetobacter diazotrophicus produ-
cen entre 0,14 y 2,42 g/mL de AIA.
Los niveles de AIA presentes en los sobrena-
dantes de los cultivos resultaron bajos, comparados
con los producidos por otras bacterias, entre las que
se encuentran cepas de los géneros Azospirillum,
Rhizobium (Bashan et al., 1996; Rojas y Pérez,
1998), Pseudomonas y Burkholderia (Hernández,
2002). Sin embargo, está demostrado que bajas
concentraciones de fitohormona son capaces de es-
timular el desarrollo vegetal (Yahalom et al., 1991, ci-
tado por Hernández, 2002). Estos autores también
plantearon que concentraciones de AIA de 10-8 M
estimulan el crecimiento radical, mientras que con-
centraciones mayores de 10-6 M inhiben y reducen la
zona de alargamiento.
Resulta interesante que los microorganismos en
los que se detectó producción de AIA por ambos mé-
todos, también poseen actividad nitrogenasa. Estos
resultados apoyan la hipótesis propuesta por Bashan
y Levanony (1990), en la que sostienen que existen
varios mecanismos involucrados en la asociación
planta-microorganismo, que actúan simultáneamen-
te, y cuya suma, bajo condiciones ambientales favo-
rables, deviene en los cambios observados en el cre-
cimiento de las plantas. La capacidad de algunos
integrantes de la microbiota nativa de la caña de azú-
car de producir fitohormonas y realizar la fijación bio-
lógica del nitrógeno, constituye un criterio de selec-
ción importante de especies que en su relación con la
planta contribuyen a su desarrollo y productividad.
Influencia de diferentes fuentes de carbono, ni-
trógeno y pH sobre la actividad nitrogenasa.
Existen evidencias de que el proceso de fijación bio-
lógica del nitrógeno depende del aporte de sustrato
energético por parte de la leguminosa hospedera
(Muthukumarasamy et al., 1999; Álvarez y Martínez-
Drets, 1995). Como resultado de este estudio, se co-
rroboró que la fuente carbonada presente en el me-
dio de cultivo influye en la capacidad nitrofijadora de
las cepas, inferida a través de la reducción del aceti-
leno. En la figura 3 se observa el comportamiento de
la actividad nitrogenasa de las 5 cepas selecciona-
das con las 6 fuentes de carbono probadas.
En G. diazotrophicus PAl-5 no existen diferen-
cias significativas entre los tratamientos con inositol
y xilosa; con estos azúcares se lograron los más ba-
jos valores de actividad nitrogenasa. Con glucosa,
sacarosa y guarapo, se obtuvieron valores interme-
dios, mientras con fructosa se obtuvo la mayor activi-
dad enzimática.
En G. diazotrophicus 1-05 se observaron dife-
rencias significativas entre todos los tratamientos.
Los valores más bajos de la enzima se obtuvieron
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Tabla 2. Cuantificación de ácido indolacético
en sobrenadantes de cultivos bacterianos mediante
el método de Salkowski. Media de 3 réplicas
con xilosa y los valores más altos con fructosa y
sacarosa.
En G. diazotrophicus cepa 4-02 también exis-
ten diferencias significativas entre los valores obteni-
dos usando las 6 fuentes de carbono. Al igual que en
PAl-5 y 1-05, la xilosa fue el azúcar menos favorable
para la actividad nitrogenasa. Con inositol, glucosa y
guarapo los valores fueron relativamente bajos. La
fructosa y la sacarosa permitieron las más altas de-
terminaciones de la actividad enzimática.
La actividad nitrogenasa de E. agglomerans
cepa 2 con xilosa e inositol fue nula. Además se ob-
servan diferencias significativas entre el resto de los
tratamientos; los valores más altos se encontraron
con guarapo, fructosa y glucosa, en este orden.
B. licheniformis cepa 5 carece de actividad ni-
trogenasa cuando se siembra en xilosa, inositol y
glucosa. Con guarapo y sacarosa se presentan valo-
res bajos; sin embargo, con fructosa la actividad ni-
trogenasa es mayor.
El hecho de que las fuentes de carbono xilosa e
inositol inhiban la actividad nitrogenasa de las cepas
seleccionadas pudiera deberse a la carencia de en-
zimas para el transporte y/o degradación de estos
azúcares o al bajo rendimiento energético resultante
de su metabolismo, teniendo en cuenta la gran de-
manda energética de la nitrofijación. Algo similar ha
sido demostrado para los ácidos dicarboxílicos como
succinato, fumarato y malato, los cuales no pueden
ser utilizados por G. diazotrophicus e impiden su
actividad nitrogenasa y crecimiento en medios que
los contengan (Álvarez y Martínez-Drets, 1995).
Para todas las cepas, la fructosa es el azúcar
que más favorece la actividad nitrogenasa. Tam-
bién la sacarosa, el guarapo y la glucosa constitu-
yen fuentes carbonadas que favorecen esta activi-
dad enzimática, pero existen diferencias entre
cepas. Esto pudiera explicarse por el rendimiento
de ATP obtenido por molécula de carbohidrato uti-
lizada (Limmer y Drake, 1998), por lo que un ma-
yor rendimiento favorece tanto el crecimiento
como la actividad nitrogenasa de los diazotrofos
estudiados.
Además, la fructosa y la sacarosa son los
azúcares que se encuentran en mayor proporción
en el jugo de la caña de azúcar, hábitat natural de
estos endófitos (Fuentes-Ramírez et al., 1999),
por lo que ellos poseen las enzimas necesarias para
su degradación.
Por otra parte, la degradación de esos azúca-
res pudiera estar relacionada con algún mecanismo
de protección contra el oxígeno, lo que ha sido ob-
servado para la glucosa y el gluconato, los cuales
parecen intervenir contrarrestando la acción del oxí-
geno como inhibidor del sistema nitrogenasa (Álva-
rez y Martínez-Drets, 1995).
Con respecto a la influencia de las fuentes de
nitrógeno, a pesar de realizarse el ensayo con ce-
pas, incluso de diferentes géneros bacterianos, se
observa un comportamiento similar frente a las fuen-
tes nitrogenadas (figura 4).
Mediante el análisis estadístico de los resulta-
dos del experimento realizado con las 6 fuentes de
nitrógeno y sin nitrógeno, se determinó que existen
diferencias significativas entre los tratamientos en G.
diazotrophicus cepas PAl-5, 1-05 y 4-02, E. agglo-
merans cepa 2 y B. licheniformis cepa 5.
En G. diazotrophicus cepa PAl-5 se obtuvieron
valores muy bajos con (NH4)2SO4,argininay asparagi-
na, sin existir diferencias entre ellas. Con triptófano y
treonina se obtuvieron valores intermedios, mientras
con KNO3 y sin nitrógeno se obtuvieron los mayores
niveles de actividad enzimática; con esta última fue
significativamente mayor. Un comportamiento similar
se observó en G. diazotrophicus cepa 1-05, pero en
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Figura 3. Actividad nitrogenasa de cepas de Gluconacetobacter diazo-
trophicus PAl-5, 4-02 y 1-05, Enterobacter agglomerans cepa 2 y Baci-
llus licheniformis cepa 5 cultivadas en medio LGI con diferentes fuen-
tes de carbono. Letras no comunes indican diferencias significativas
en la prueba de Comparación de medias de Duncan para p < 0,05.
esta cepa no existen diferencias entre los tratamien-
tos con arginina, asparagina, triptófano y treonina.
En G. diazotrophicus cepa 4-02 no existen dife-
rencias entre KNO3, treonina y sin nitrógeno, fuentes ni-
trogenadas con las que se obtuvieron valores muy al-
tos de actividad nitrogenasa. Con el resto de las
fuentes se obtuvieron valores bajos de la actividad en-
zimática, sin diferencias entre asparagina y triptófano.
En E. agglomerans cepa 2 no hay diferencias
entre (NH4)2SO4 y asparagina, y entrearginina, triptó-
fano y treonina, con los que se obtuvieron valores
bajos e intermedios de actividad nitrogenasa, res-
pectivamente. Con KNO3 y sin nitrógeno se obtuvie-
ron los mayores niveles de actividad enzimática, con
diferencias entre ellos.
En B. licheniformis cepa 5 no se detectó activi-
dad nitrogenasa con (NH4)2SO4 y asparagina. Con
KNO3 y sin nitrógeno se obtuvieron los valores más
altos de actividad enzimática; fue significativamente
mayor con KNO3.
De forma general, con el medio suplementado
con (NH4)2SO4 se observó inhibición total de la activi-
dad nitrogenasa, lo que puede deberse a la modifi-
cación covalente de la nitrogenasa reductasa; así,
en Rhodospirillum rubrum se ha observado que, en
presencia de iones NH4
+, la enzima dinitrogenasa re-
ductasa ADP-ribosil transferasa adiciona un grupo
ADP ribosil a la arginina 101 de la dinitrogenasa re-
ductasa. En otros organismos ocurre este mismo
fenómeno, con modificación en la arginina 100.
Este proceso puede ser revertido por la acción de
otra enzima, la cual remueve el grupo ADP ribosil
de la arginina y se restablece la actividad del siste-
ma (Kim et al., 2004).
Con treonina, triptófano, arginina y asparagi-
na como fuentes de nitrógeno, se evidencia inhibi-
ción parcial de la actividad enzimática, quizás con-
secuencia de mecanismos similares de desactiva-
ción de la fijación biológica del nitrógeno, posible-
mente no tan eficientes.
Se obtuvieron los mayores valores de activi-
dad nitrogenasa en medio LGI con KNO3 y sin nitró-
geno; resulta contradictorio que la presencia de
KNO3 estimule la actividad nitrogenasa. Con res-
pecto a esto, existen reportes que señalan que los
nitratos no afectan la fijación biológica de G. diazo-
trophicus (Li y MacRae, 1992; Cordovilla y Lluch,
1999), lo que pudiera deberse a la carencia de la enzi-
ma nitrato reductasa (Álvarez y Martínez Drets,
1995), fenómeno que también impide su crecimiento
en medio LGI líquido con KNO3 como única fuente de
nitrógeno. En el caso de E. agglomerans cepa 2 y B.
licheniformis cepa 5, se considera que este fenómeno
pudiera deberse a que el suministro de bajos niveles
de esta fuente de nitrógeno acelera el crecimiento y
permite obtener mayor cantidad de biomasa capaz de
realizar la fijación biológica del nitrógeno.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Muthukumarasamy et al. (1999), quienes obser-
varon que G. diazotrophicus y Herbaspirillum spp.
son capaces de fijar nitrógeno en presencia de ex-
tracto de levadura y NO3
- en bajas concentraciones,
por debajo de 10 mM.
En G. diazotrophicus se ha informado que la
sensibilidad de la nitrogenasa al oxígeno y nitrógeno
combinado depende de la concentración de sacarosa
en el medio de cultivo. Una concentración del 10% de
sacarosa disminuye la asimilación del nitrógeno com-
binado y algunos aminoácidos, favoreciendo la expre-
sión de la nitrogenasa aun en su presencia. Este me-
canismo resulta de gran interés considerando el
hábitat de G. diazotrophicus, normalmente rico en sa-
carosa, por lo que su nitrogenasa podría estar activa
aun cuando la bacteria disponga de compuestos ni-
trogenados (Reis y Döbereiner, 1998).
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Figura 4. Actividad nitrogenasa de cepas de Gluconacetobacter dia-
zotrophicus PAl-5, 4-02 y 1-05, Enterobacter agglomerans y Bacillus
licheniformis cultivadas en medio LGI con diferentes fuentes de nitró-
geno. Letras no comunes indican diferencias significativas en la prue-
ba de Comparaciones múltiples no paramétricas para p < 0.05.
Existen evidencias de que los organismos dia-
zotrofos son capaces de realizar la fijación biológica
del nitrógeno en un rango de pH más o menos am-
plio y que la actividad del sistema nitrogenasa tiene
una función importante en la regulación del pH, ya
que al exportar amonio evitan la acidificación letal
del espacio peribacteroideo, contrarrestando la ac-
ción de la bomba de protones con actividad ATPasa
(H+-ATPasa) en la membrana peribacteroidea (Cor-
zo et al., 1999).
Según los resultados de este trabajo, en las cepas G.
diazotrophicus PAl-5 y 4-02, E. agglomerans cepa 2 y
B. licheniformis cepa 5 existen diferencias significati-
vas en la actividad nitrogenasa, cuando se siembran
en medio LGI a diferentes pH; mientras en la cepa G.
diazotrophicus 1-05 no se observaron diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos (figura 5).
Como puede observarse, la cepa G. diazotrop-
hicus PAl-5 exhibe valores mayores de actividad ni-
trogenasa a pH 5, 7 y 4, entre los cuales no hay dife-
rencias significativas, valores intermedios a pH 6, y
valores muy bajos a pH 8; se encuentra que a pH 3
no hay evidencia de actividad enzimática.
En la cepa G. diazotrophicus 4-02 los valores
más altos de actividad nitrogenasa se obtienen a pH
7 y pH 5, sin diferencias entre estos. A pH 4 y 6 se
obtuvieron valores intermedios, mientras que a pH
extremos 3 y 8 no hay evidencia de esta actividad
enzimática.
La actividad nitrogenasa de E. agglomerans
cepa 2 se detectó a pH 6, 7 y 5, sin diferencias entre
los mismos; pero fue nula a pH 3, 4 y 8.
La cepa de B. licheniformis presentó los valores
más altos de actividad nitrogenasa a pH 5 y 7, sin di-
ferencias entre ellos; valores intermedios a pH 6 y 8,
y carece de actividad nitrogenasa a pH 3 y 4.
La actividad nitrogenasa de las cepas endófitas
en estudio se favorece cuando estas se cultivan a pH
ácido a neutro, entre 5 y 7, y se inhibe a pH 3 y 8.
Estos resultados son similares a los informados para
las bacterias endófitas G. diazotrophicus y Herbaspi-
rillum spp. aisladas de caña de azúcar por Muthuku-
marasamy et al. (1999).
Estudios realizados en Rhizobium leguminosa-
rum bajo diferentes condiciones de pH y de ppO28
indican que cuando el pH del entorno bacteriano es
ligeramente ácido, rápidamente el medio que rodea
a los bacteroides se torna neutro, debido a la acción
de la nitrogenasa (Corzo et al., 1999). Por ello, no es
descartable que los protones exógenos faciliten la
homeostasis del pH bacteroideo, estimulando la acti-
vidad nitrogenasa.
Sin embargo, si el bombeo de protones en la
membrana bacteroidea es superior a la máxima
capacidad de su utilización por parte del bacteroi-
de, se produce la acidificación y se inhibe la activi-
dad nitrogenasa. Por el contrario, si el aporte de hi-
drogeniones es inferior a las necesidades del
bacteroide, su pH interno aumenta. Este fenómeno
también disminuye la actividad nitrogenasa (Corzo
et al., 1999).
Sin embargo, las cepas de G. diazotrophicus
son más tolerantes que E. agglomerans cepa 2 y B.
licheniformis cepa 5, y mantienen actividad nitroge-
nasa a pH 4, lo que coincide con los resultados de
otros autores que refieren que G. diazotrophicus
lleva a cabo la fijación biológica del nitrógeno en
condiciones microaerofílicas a pH ácido (Stephan
et al., 1991).
En este trabajo se demostró que las fuentes de
carbono y nitrógeno influyen en la actividad nitroge-
nasa de las 5 cepas endófitas seleccionadas para el
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Figura 5. Actividad nitrogenasa de cepas de Gluconacetobacter dia-
zotrophicus PAl-5, 4-02 y 1-05, Enterobacter agglomerans y Bacillus
licheniformis cultivadas en medio LGI a diferentes pH. Letras no co-
munes indican diferencias significativas en la prueba de Comparacio-
nes múltiples no paramétricas para p < 0,05.
estudio, por lo que es necesario tener en cuenta estos
factores al elaborar los medios de cultivo. Además, el
estudio de los factores que influyen sobre la actividad
nitrogenasa de las cepas endófitas de la caña de azú-
car permite comprender mejor la interacción plan-
ta-microorganismo y obtener provecho de la misma
mediante su aplicación en la agricultura. Del mismo
modo, la determinación de la capacidad de fijar nitró-
geno atmosférico y producir sustancias promotoras
del crecimiento vegetal constituyen criterios funda-
mentales en la selección de cepas que contribuyen al
crecimiento y desarrollo de la planta.
CONCLUSIONES
La composición de la comunidad microbiana endófi-
ta de caña de azúcar varía en dependencia de la va-
riedad del cultivo.
De los 55 aislados y cepas provenientes del in-
terior de variedades de caña de azúcar, 19 realizan
la fijación biológica del nitrógeno y 6 producen AIA.
Las fuentes carbonadas guarapo, sacarosa y
fructosa, presentes en el medio de cultivo, estimulan
la actividad nitrogenasa de los diazotrofos represen-
tativos de la comunidad; la actividad nitrogenasa fue
mayor en ausencia de nitrógeno, así como con la
adición de KNO3.
El crecimiento y actividad nitrogenasa de los
diazotrofos estudiados se favorece a pH entre 5 y 7,
y se inhibe a pH extremos.
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